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(54) Stabile Tyansgtutamlnaseprdparate und Verfahren zu ihrer Herslellung 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft stabile Zii>e- 
reitungsformen einer Traasglutaminase, beispiet^eise 
Faktor Xlll. die nach Lyophilisieren gut und ohne Tru- 
bung lOslich sirxl urxi die gereinigte Transglutarranase 
sowte D- urxl/oder L-Anninosauren, auBer Gtydn und 
Arginin. deren Salze. Derivate und HorrK>loge» Dtmere 
Oder Ottgomere davon oder Mischungen davon 
und/oder Zucker oder Zuckeralkohole. gegebenenfalls 
in Kbmbination mit oberftachenakth/en Agentien 
urxl/oder reduziererxlen Agentien. enthaJten. Die Erfin- 
dung betrifft auBerdem Verfahren zur Hersteltung stabt- 
ler Proteirprdparationen sowia die Verwendung der 
bescfiriebenen stat^ten Zubereitungsfornien zur Her- 
stellung von Arzneinrottein, die beisptelsweise zur 
Behandlung von durch F XHI-Mangel charakterisierten 
Erkrankungen geeignet sindL 
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Beschreibung 

Gegenstand der vortiegenden Erf irxJung sind stabile Transglutaminasepraparate, insbesondere stabile Faktor XIII- 
Prdparate, und Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Faktor XIII (F XIII. Rbrin-stabtfeterender Faktor). eine in Plasma. PIAttchen urxJ Monozyten/Makrophagen ais Pro 
erttym vorkommende Transglutaminase, ist u.a. fOr eine ungestOrte Blutgerinrujng und Wundheilung von Bedeutung. F 
XIII wird in Form von frisch get rorenem Plasma, isoliert aus Plazenta oder Plasnna Iherapeutisch schon Ober Jahre hin- 
weg mit gutem Erfolg fOr die Therapie des Faktor Xtll-Mangels eingesetzt Mittlerweile ist auch die rekombinante Her- 
stellung von Faktor XIII (rF XIII) mOgfich. 

Die kommerzieD angetxjtenen, gereinigten oder teiJgereiniglen Transglutaminase- bzw. F Xlll-Praparate enthaften 
zugesetzte Stabilisatoren wie humanes Serumalbumin (HSA). was aber in HinWick auf die damit vertxirxJene Vermin- 
derung der spezifischen Aktivitat. die zusdtzfictie Proteint»elastung bzw. potentieUe Immunogenitat sowie die Beein- 
trachtigung der Reinheitsbeurteflung fur Proleinpraparate von Nachteil ist Besonders bei hochreinen Proteinen (wie 
z.B. rekombinanten Proteinen) ist es wOnschenswert. die erreichte Reinheit nicht wieder durcb Zusatz von Fremdpro- 
teinen zu reduzieren. Ferner ist durch den Zusatz von z.B. Albumin auch eine potentieUe Belastung mit Virusantigenen 
gegeben. 

Therapeutisch einsetzl)are ProteinprSparale mOssen in aller Regel ut>er einen langeren Zeitraum hinsichtlich ihrer 
Zusammensetzung und Akiivitatstabil sein. Da dies in LOsung nur selten errelchter ist, werden seiche Produkle hauJig 
getrocknet in den HarxJel gebracht. Zur Trocknung solcher Produkte ist die schonende Gefriertrocknung cfie Methode 
der Wahl. Doch auch bei dieser Methode werden nur unter bestinunten Voraussetzungen stabile Praparationen erhal- 
ten. die cfie Anforderur^gen an Integritat und Haltoarkeit erfOllen. 

Da die Gefriertrocknung von z.B. urtstabilisierten Transglutaminase- Uteun gen zu einem starken Aktivitatsabfall 
und zu erheblichen TrObungen fflhrt. sind z.B. fOr gereinigte F Xlll-Prdparate bisher Formuliemngen auf Basis von Albu- 
min mit mehr oder weniger hohen Konzentrationen von Satzen beschrieben worden (DE-PS 2063 070. JP 53/59018). 
Diese Formutierungen hd&en ab^ den bererts beschriebenen Nachteil des Fremdproteinzusatzes mit all seinen Pro- 
blemen. 

Ferner wurde die Gefriertrocknung von rF XIH in Gegenwart von Glydn oder Arginin und nicht-rwJuzierenden Zuk- 
kem beschrieben (WO 93/031 47). Hier wurden aber keine Atssagen £it>er die Stabilitat und tOslichkeit bzw. die Warheil 
des rekonstituierten Lyophilisates gemacht Auch wurde das erhaltene Produkt bei -ao^C gelagert, vermutlich urn auf- 
grurd einer unzurefehenden Stabilitfit bei 4**C das Material stabil zu halten. 

Der vorliegenden ErfMung liegt daher die Aufgabe zugrunde. durch eine geeignete Fonmulierung fOr Transglut- 
aminasen, insbesondere fur F XII!. als lokal (z.B. auch topisch) oder parenteral applizierbares Protein ein bei 2-8"C 
(Oder hOher) stabiles, lagerfahiges Produkt zu erhalten, bei dem auf den Zusatz von 2.B. HSA verzichtet werden kann. 
Femer sollte das Lyt^lisat gut lOsiich sein und nach dem EinlOsen eine Ware LOsung ohne Triibungen ergeben, die 
werterhin noch eine ausreichende Stabilrtat besitzen solfte. 

Diese Aufgat>e wurde durch die Bereitstellung von stabilen Zul>erertungsfbrmen fur Transglutamirwsepraparate 
unter Verwendung bestimmter Stabilisatoren bzw. Gemische davon, wie sie nachfolgend naher beschrieben. sind. und 
von Verfahren zu ihrer Herstellung geltet. Die Erfindung betrifft somit eine stabile Zubereitungsform einer Transglut- 
arronase, die nach Lyophilisieren gut und ohne Trubung I6slich tst» enthattend die gereinigte Transglutanrdnase scwie D- 
und/oder L-Aminosauren, auBer Glyctn urd Arginin. deren Salze. Derivate und Homotoge. Dimere oder Oligomere 
davon oder Mischungen davon und/oder Zucker oder Zuckeralkohole, gegebenenfalls in Kbmbination mit ober-f lachen- 
aktiven Agentien und/oder reduzierenden Agentien. 

Die beispelhaflen AusfOhrungen zeigen dies anhand von rekombinantem Faktor XHI bzw. des aus Plazerrta oder 
Plasma isoDerten F XIII. sind jedoch nicht darauf beschrankL In einer bevorzugten AusfOhrungsform betrifft die vorlie- 
gende Erfindung somit stabile Zubereitungsformen von Faktor XIII, biologisc^ akJiven Fragmenten, Derivaten oder Mut- 
einen davon. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform handelt es sich bei den stabilen Zuberotungsformen um F XIII 
aus Plasma, Plazenta, Thrombozyten. Makrophagen/Monozyten oder rekon^nanten F XIII enthalterxie Zubereitungs- 
formen. 

Die erftrxJungsgemaBen Untersuchungen tassen sich im wesentlichen in zwei Bereiche aufteilen: (a) Untersuchun- 
gen zur eigentiichen Gefriertrocknung und (b) zur anschiieBenden Lagerstabilitat 

FOr die Untersuchungen wurde rF XIII (Metener et al., in J. McDonagh. R. Seitz. R. Egbring: "Factor Xlir, 87 - 93. 
Schattauer (1993)), sowie plazentarer und plasmatischer F XIII eingesetzt (Karges a Rapp. in J. McDonagh. R. Seitz. 
R. Egbring: "Factor Xlir, 66 - 76. Schattauer (1993)). 

Die Gefriertrocknungsversuche wurden in handelsOblichen Anlagen unter Venwendung von Glasliaschchen ohne 
bzw. mit silikonisierter Oberfiache durchgefOhrt. 
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(a) GefriertTDCknuna: 

Bei dem Ver^teich verschiedener AddHlve wurde uberraschenderwetse gefunden. daB bei Verwendung von 
bestimmten ZusdUen aus der Gruppe der D- und/oder L-Aminosduren. deren Salze. Derivate Oder Homologe die Akti* 
vrtat und UtelichkeH des F Xlll bet der Gcfriertrocknung teihveise sehr gut erhalten werden kann (Tabelle 0- 

fn einer weH&^en bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft c£e vorfiegende Erfindung daher stabite Zubereitungsfor- 
men einer Transglutaminase, <fie die Anranosauren His. GIu, Met» Thr, Lys. Ala, He. Cys, deren Salze, Derivate. Homo- 
loge, Dimere oder Oligomere davon, oder Mischungen davon enthalten. 

SpezieD die Aminosfluren His und Gfu zeigten uberraschenderweise bereits ohne weitere Zusatze eine gute Stabi- 
lisierung bei der Gefriertrocknung. Bei alleinigem Einsatz von Aminosduren wie z.B. G>y. Met oder Ala kam es hingegen 
bei der Gefriertrocknur^g zu einem deutfichen Aktivitatsabfall (Tabelle I)- 

Der alteinige Einsatz von Zuckem oder Zuckeralkoholen ergab teihweise bereits eine gute Stabilisierung im Vertauf 
der Gefriertrocknung (Tabelle I). BesorKlers Zucker oder Zuckeralkohole wie Saccharose. Trehalose, l^ktose. Maltose, 
Sorbft Mannit <xA. zeigten positive Ergebnisse. Der Aktrvitatsabfall bei der Gefriertrocknung mil Aminosduren als 
Zusatz, die alleine nicht ausretchend wirksam vraren (wie z.B. Met. Ala, u.a.), laGt sich durch Kombination nrrit Zuckem 
Oder Zuckeralkoholen stark reduzieren (Tabelle I). 

In etner weiteren AusfOhrungsform betrifft die vorllegende Erfindung deshaib stabile Zubereitur>gsformen einer 
Transglutaminase, cfie die Zucker oder Zuckeralkohole Saccharose, l-actose. Trehalose. Maltose. Sorbit oder Mannit. 
deren Derivate, Homologe oder Mischungen davon enthalten. 

Der alleinige Einsatz von Puffersut^stanzen wie Tris oder Phosphat fOhrte zu keiner nennen^verten Stabilisierung. 
Allerdings fOhrte der Einsatz von Boraten zu einer deutlichen Stabilisierung im Verlauf der Gefriertrocknung (Tabelle I). 

Ein bei BnlOsen des Lyophilisates terlweise auftretender. geringfOgiger Proteinniederschlag lieB sich durch Einsatz 
von oberfiachenaktiven Stoffen wie Tween 80 oder Tween 20. PotyethylenglykDl (PEG) mit Motekulargewichten zwi- 
schen 1000 und 35000 Da. Cetytalkohol. Potyvinylpynolidon (PVP), Pplyvinylalkohol (PVA). l-anolinalkohol. Sortjitan- 
monooleat u.a. ohne AWivitatsverlust des F XIU bei der Gefriertrocknung verhindem (Tabelle II u. HI)- 

In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform enthalten die stabilen Zubereitungsformen als oberf lachenaktiven 
Stoff somit Tween 80. Tween 20. PEG. Cetylalkohol. PVP, PVA. Lanolinalkohol oder Sorbitanmonooleat 

(b> LaQerstabilrtat: 

Ein kritischer Parameter des fonmulierten Lyophilisates ist die Ugerstabilitat die bei 4*C und bei Raumtemperatur, 
unter akzelerierten Betfingungen aber auch t>e* 37*C. bestimmt wurde. 

Es zeigte sich, daB fur eine gute Lagerstabilitat die Kombination von Aminosauren mit Zuckem. Zuckeralkoholen 
Oder Zuckerderivaten vorteilhaft ist (Tabelle IV). Die Untersuchung verschiedener Zucker ergab, daB 2rucker wie Sac- 
charose, l-actose. Trehalose oder Maltose die Aktivitat auch bei Iftng^er Lagerzeit unter erhdhter Tenrperatur stabili- 
sieren, wflhrend Zucker wie Glucose oder Fructose als reduzierende Zucker bei 37*C einen langsamen Aktivitatsatrfall 
nicht ausreichend vertilndern W>nnen (Tabelle V). Auch die Kombination der Aminosfturen His oder Glu, die alleine 
t>ereits eine gute Stabiliiat bedingen, mit Zuckern fuhrte zu einer noch weiter ertiOhten Stabilitftt. 

In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform enthalten somit die stabilen ZU)ereitungsformen als Stabilisator 
Saccharose, Maltose. Trefmlose. l-actose. Soit>it oder Mannit. deren Derivate, Homologe oder Mischur^en davon, in 
Kbnfcination nut der Amiriosdure His. Glu. Be und/oder Ala. 

ObeifiachenakSive Substanzen zeigten im geeigneten Konzentrationsbereich, wie bereits erwahnt, keine negativen 
EinflQsse auf die Lagerstat>iBtat (TabeBe II u. III). 

Obwohl F Xlll keine zugangtichen SH-Gruppen aufweist, zeigen SH-Agentien wie Cys, N-Acetyteystein, Thioglyce- 
rin Oder Glutathion besonders l)ei ertiOhten Temperaturen Ot>erraschenden«^e einen positiven Einf luB auf die Lager- 
stabilitat von F Xlll. KorTplext)ildner wie z.B. EDTA oder Citrat kfinnen dabei zum Schutz der SH-Funktionen zugeselzt 
werden. 

In einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsfwm enthait die erfindungsgemaBe stabile Zut>ereftungsform einer 
Transglutaminase daher Cys. N-Acetyl-Cys, "niiogtycerin, Natriumsulf id oder Glutathion oder Mischungen davon, ggf. 
in Anwesenheit eines Kbmplexbildners. 

Sehr gute Ergebnisse bezOglich Aktivitatserhaitung und LjOsIichkeit des Lyophilisates lieBen sich mil ternaren oder 
quaternaren Mischurtgen (Arrtnosaure(n), Zucker. oberfiachenakKve Kbmponente) erzielen, beispietsweise mit 
His/Tween/Saccharose-, His/PEG/Saocharose- Oder His/lla^EG/Saccharose-Mischungen. In einer weiteren bevor- 
zugten AusfOhrungsform enthftJt die erfindungsgemaBe stabile Zubereitungsform einer Transglutaminase als Zusatze 
somit auBer einer Aminosaure{n) einen Zucker oder Zuckeralkohol und eine obertiachenaktive Substanz, besonders 
bevorzugt sind dabei die Zusatzmischungen Kis/Tween 20/Saccharose oder His/Tween 80/Saccharose, His/PEG/Sac- 
charose oder His/lle/PEG/Saccharose. 

In Bezug auf die Lagerstabilitat erwiesen sich Mischungen aus Aminosaure(n) und/oder Zucker bzw. Zuckeralko- 
hol, einer oberfiachenaktiven Sutjstanz und einem reduzierenden Agens, z.B. Mischungen von Aminosaure(n)/Cys 
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bzw. N-Acetyl-Cys/PEG/Saccharose. Aminosaure(n>/ThioQly-cerin/PEG/Saccharose und Zucker/ ReduWionsmit- 
tet/PEG ebenfalts als ein geetgnetes Formufierungssystem. besonders auch bei hoheren TerrperatLffen (siehe Tabelle 
III und VI). In eincr weiteren bevorzugten AusfOhrungsform enthaft daherdie erfindungsgennaBe Zubereitungsfomri als 
Zusatz eine Mischung aus einer Aminosdure(n) isxl/oder Zucker bzw. ZuckeratkohoL einer oberfiachenaktiven Sub- 
5 stanz und enem reduzi'erenden Agens, besofxlers bevorzugt sind die Mischung en Am)nosaure(n)/Cys/PEG/Saccha- 
rose. Aminosaure(n) / N-Ac€tyt-Cys/PEG/Saccharose, Aminosaure(n) / Tbioglycerin/PEG/Saccharose und 
Zucker/Reduktionsmrttet/PEG. ggf. in Anwesenhat eines Komplexbtldners. 

Bei den beschriebenen Formultenjngen ist die Konzentration des eingesetzten F XMI m einem weiten Bereich van* 
terbar und liegt vorzugswase im Bereich von 0.003*50 mgArd. 
10 Die Kbnzentrationen der eingesetzten Aminosduren liegen vorzugsweise in einem Bereich von O.Ot-10% 
(GewTV.). besonders aber in einem Bereich von OJ-3% (GewTV.). Die Zuckerkonzentrationen liegen vorzugsweise bei 
0.1-20% (GewTV.). besonders t^evorzugt aber zwischen 0.2-10% (Gev/TV.). Oberfldchenaklive Kbmponenten sind vor- 
zugsweise in etnem Konzentrationsberetch von 0.00001-5% (GewTV.) einsetzbar. besonders zwischen 0,0002% und 
0.1%. Die Kbnzentrationen der reduzierenden Agentien tiegen vorzugsweise zwischen 0.001% und 2% (Gew./V.). 
IS besorxiers aber zwischen 0.005% und 0,5%. 

FDr die Lag&stat»liiat des lyophilisierten Proteins ist auch die Restfeuchte von Bedeutung. Mit den angegebenen 
Zusatzen lassen stch in einer SchluBphase der Gefrierlrocknung die Terrperaturen fOr rr^hrere Stunden ohne Aktivl- 
tdtsverlust auf SO-BO^'C erhOhen. soweit dies fOr die Reduktk>n der Restfeuchte notwendig tst. 

FOr die Gefriertrocknung von Transglutaminasen bzw. F XUI sowie fOr die anschlieQende Lagerstabilitat soIHe der 
* \ 20 pH-Wert der LOsungen vorzugsweise in einem Bereich von 6-9. besor^lers bevorzugt zwischen 7 und 8, liegen. Zur 
^ ' Puff erung eignen sich bevorzugt die eingesetzten Anrtinosauren. Phosphatpuffer. Boratpuffer oder Trispuffer mit einem 

pH-Wert im Berek:h von 6 bis 9, die ggf. in Korrbtnation mit etnem Kbmplexbildner verwendet werdea 

Die vorfiegende Erf tndung umfaOt auch die Verwendung der oben t>eschriebenen Stabilisierungszusdtze zur Her- 
stellung von stabilen. (ein) Protein(e) enthaltenden ROssigprdparationen, da die durch die b^spielhaft an Trarisglut- 
2S €irrunasen durchgefOhrten Experimente gewonnenen Ergebnisse auf andere Prdparate Qbertragbar sind. 

Die vorfiegende Erf indur^ umfaDt wetterhin ein Verfahren zur Stabilisierung von Proteinea vorzugsweise Trans- 
glutaminasen. bei dem die gereinigten Proteina bzw. das gereinigte Protein, bei dem es sich vorzugsweise um etna 
Transglutaminase handelt. als LCsung oder Prazipitat mit einer LOsung. die einen oder mehrere der erfirxlungsgema- 
3en Zusdtze enthait und auf einen fur die Stabilitdt vorteilhaften pH-Bereich eingesteitt ist, nach Qt>licher Vorgehens- 
30 weise vemtischt und danach gefriergetrocknet wird. 

Aufgrund der hervorragerxjen Eigerischaften der nach dem erfmdungsgemaBen Vertahren hergestellten stabitisier- 
len Transgtutarmnasen eignen sich diese sehr gut zur ForrrujUerung etnes Arzneimrtlels. 

Die vorfiegende Erfindung schlieBt auBerdem die Venwendung der Faktor XIII, biologisch aktive Fragmente. Deri- 
vate Oder Muteine davon enthaltenden stabiten Zuberettungsformen zur HersteDung eines Arznetnuttels zur Befiarxi- 
35 lung von z.B. durch F Xlll-Martgel charakterisierten Krankheiten mit ein. 

Die erf indungsgemdBen Arzneimittel konnen gegebenenfatls mit geeigneten. pharmazeutisch vertrdgtichen. allge- 
mein bekanrrten Trftgem nach bekannten Verfahren fornvjliert werden. Sie kOnnen in geeigneter Dosierung. die vom 
t>ehandelrxjen Arzl beslinrvnl werden karvi. verabreicht werden. Die Veratxeichung kann auf verschiedenen Wegen 
erfotgen. z.B. intravenOs. intraperrtonea). subkutan. intramuskuiar, intradermal oder topisch. 
40 Die Beispiete eridutem die Erfirxlung. 

( ) Belsplet 1 

rF XIII, hergestelH durch Expression in Hefezelten und nrtittets geeigneter Vertahren bis zu etnem Gehalt von >98% 
45 aufgereinigt. sowie der plazentare F Xltl. Onfalls in geranigter Form, wurden als LOsung oder ats PrazqMtat mit 
LOsungen der Stabiltsatoren versetzt um zu den angeget^enen Aktivitaten zu gelangen. Die F XIII-LOsungen wurden 
fittriert. in Gtasflflschchen abgefOItt und nach einem geeigneten Gefriertrocknungsprogramm getrocknet AnschlieOerK) 
wurden die Lyophilisata wieder mit aqua dest. auf das ursprOngfiche Volumen rekonstituiert Vor und nach der Gefrier- 
trocknung wurden die F Xlll-Aktivitaten bestimml Ferner wurde die rekonstituierte LOsung hinsichttich TrObungen beur- 
50 tetlt. 

Die Bestimmung der F Xlll-Aktivitat erfotgte mit Hilfe des kommerziell verfOgbaren Berichrom F Xlll" Test Kits. 

Die in den Tabellen 1. 11 und III dargesteliten Ergebnisse zeigen etndeutig. daB der Zusatz der erfindungsgemaBen 
stabilisierenden Bestarxftetle t>ei der Gefriertrocknung von F Xltl notwerxJig ist und daB durch Zugabe von Aminosdu- 
ren oder Zuckern bzw. Amtnosduren und Zuckem die enzymatische Aktivitat und die LOslichkeit auch ohne die zusdtz- 
55 liche Verwendung von HSA erfiatten werden kOnnen. Besonders die LOslichkeit lABt sich durch Zusatz von 
oberf tachenaktiven Agentien tetlweise noch vert>essern. 



4 



EP 0 733 702 A1 



Belsolel 2 

rF XIII- una Plazenta-F Xlll-Lyophilisate. hergestelH wie in Beispiel 1 angeg^en. wurden bei 4'*C bzw. bei 37*C 
gelagert und nach verschiedenen Zehen nvX Aqua Injectab. oder nrut Kochsatzlfisung rekonstitLiiert. um die verbfei- 
bende EnzymaKtivitat zu bestimmen. 

Die in den Tabellen II bis VI dargesteilten Ergebnisse zelgen, daS eine ausreichende Langzertstabilisierung durch 
die bereits beschriebenen Mischungen. die eine Aminos&ure bzw. Aminosduren und/oder Zucker bzw. Zuckerderivate 
umfassen. zu erreichen ist Der Zusatz einer reduzierenden Komponente fuhrt dabei teitweise noch zu einer erbOhten 
Stabiiitdt besonders unter akzelerierten Bedingungen. 
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Tabelle I: Gefriertocknuno von FXIII 





Aktivitat vor 
Lyophilis.(%) 


Aktivitat des 
Lyophilisates 
(in % des Aus- 
gangswertes) 


Trubuna nach 

Ldsen des 
Lyophilisates 




100 


2 


+++ 


10 mM Tris*HCI. pH 7.4 


100 


8 


+ 


1 0 mM Na-Borat pH 8.0 


100 


68 


(-) 


1 % L-His. phys.NaCI. pH 7,4 


100 


39 


++ 


1 % L-His, pH 7.6 


100 


100 




1 % L-Arg. pH 7.6 


100 


96 


+/- 


1 % L-Gly. pH 7.6 


100 


41 


+/- 


1 % L-Ala. pH 7.6 


100 


67 


+/- 


1 % L-Glu,pH 7.6 


100 


88 


+ 


1 % L-Met. pH 7.6 


100 


10 


+++ 


1 % L-His, 0.1% L-lle. pH 7,6 


100 


99 





1 % Saccharose 


100 


92 


(-) 


2,5 % Saccharose 


100 


91 


(-) 


5 % Saccharose 


100 


83 


(-) 


2,5 % Lactose 


100 


100 


(-) 


2,5 % Sorbit 


100 


92 


(-) 


2,5 % Trehalose 


100 


99 


(-) 


2,5 % Maltose 


100 


100 


(-) 



1 % L-His. 2.5 % Sacch.. 
pH 7,6 


100 


96 


(-) 


1 % L-Arg. 2.5% Sacch.. 
pH 7.6 


100 


90 


+ 


1 % L-Ala. 2,5% Sacch.. 
pH 7.6 


100 


100 




1 % L-Glu, 2.5 % Sacch., 
pH 7.6 


100 


87 


+ 


1 % L-Lys, 2,5 % Sacch.. 
PH7.6 


100 


92 


(-) 


1 % L-Met. 2.5 % Sacch.. 
pH7,6 


100 


91 


(-) 


1 % L-Thr. 2.5 % Sacch.. 
pH 7.6 


100 


94 


+/- 
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Aklivitat vor 

L.ywfJI lllldaliLIf 1 

(%) 


Aktivitat des 

(in % des Aus- 
gangswertes) 


Trubung nach 

1 fScort Woe 

Lyophilisates 


1 % L-His. 0.1 % L-lle. 2,5 % 
Sacch., pH 7,6 


100 


94 


(-) 


1 % L-His, 0.1 % L-lle. 2,5 % 
Glue. pH 7.6 


100 


85 




1 % L-His, 0.1 % L-lle, 2,5 % 
Lact.. dH 7.6 


100 


99 


(-) 


1 % L-His. 0.1 % L-lle. 2.5 % 
Fruct., pH 7.6 


100 


92 




1 % L-His, 0,1 % L-lle, 2,5 % 
Sorbit, pH 7.6 


100 


91 


(-) 



0. 5 % L-His, 0,1 % L-lle. 
2.5 % Sacch.. pH 7.6 


100 


95 


(-) 


1 % L-His. 0.1 % L-lle. 1 % 
Sacch.. pH 7.6 


100 


93 


(-) 










1 % L-His. 0,1 % L-Cys. 
2,5% Sacch.. pH 7.6 


100 


107 





Aktivitmstest: Berichrom FXIIl 



Trubung : - keine Trubung 

(-) minimale Trubung 

+/- sehr geringe Trubung 

+ leichle. aber sehr deutliche Trubung 

++ Starke Trubung 

+++ sehr Starke Trubung 
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Tabelle 11 





ElrrfluO oberf tdchenaktSver Substanzen auf die LOsHchkelt bzw. Stabllltdt eines FXIII-Lyophfllsates 


5 




Aktivrtat vor 
Lyophilisa- 
tlon (E/ml) 


TrObung 

nach 
EInldsen 


Aktlvitdt (E/mO bel t= 










0 


0,5 


1 


2 


3 


6 


12 


24 
Mon. 


10 


1 % L-KiS» 0.1 % L- 
lle. 2,5%Sacch.,pH 
7.2 


153 


+ 


150 


144 


139 




139 


143 


136 




IS 


1 %L-His.0.1 %L- 
He. 2.5%Sacch..pH 
7.6 


154 


-I- 


141 


151 


132 




132 


139 


136 






1 %L-His. 0.1 %L- 
lle. 2.5 % Sacch. . 
pH 8.0 


152 


+ 


148 


143 


141 




141 


138 


137 




20 






1 %L-His. 0-1 %L- 
lie, 2.5 % Sacch. 


129 




124 




122 


113 


115 


111 


115 


122 


25 


1 % L-His. 2.5 % 
Sacch. 


131 


(-) 


125 




126 


114 


117 


108 


118 


120 




1 % L-His. 0.01 % 
PEG4000. 2.5 % 
Sacch. 


128 




119 




124 


114 


111 


111 


114 


119 


30 


1 % L-Hts. 0,001 % 
PEG 4000. 2.5 % 
Sacch. 


130 




123 




125 


112 


114 


112 


114 


119 


35 


1 % L-His. 
0.0001 %PEG 4000. 
2.5% Sacch. 


130 




118 




120 


107 


114 


107 


107 


116 




1 % L-His. 0.001 % 
Tween 20. 2.5 % 
Sacch. 


128 




123 




124 


112 


114 


113 


119 


119 


40 


1% L-His. 0.0001 % 
Tween 20. 2.5 % 
Sacch. 


130 




122 




124 


112 


111 


105 


112 


120 






45 


1 % L-His. lOmM 
Citrat. 2.5% Sacch. 


156 


(-) 


149 


146 


138 




143 


136 


147 






1 % L-His, 0.01 % 
PEG 4000. 2.5 % 
Sacch. 


155 




147 


138 


137 




140 


134 


135 




SO 


1 % L-His. 0,1 % L- 
Cys. 2.5% Sacch. 


156 




156 


156 


146 




148 


153 


151 




55 


Lagerung der Proben bel 44<^ 

7,6 wenn nicht ndher angegeben 
Aktivitatstest: Berichrom FXIII (EAnl) 
TrObung : - keine TrObung 

(-) minimale Trubung + leichte aber sehr deultiche TrObung 
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Tabellelll 



5 


Lagerung von FXIII Lyophtlisat 
Lagerung der Proben bei Raumtemperatur 


10 




Aktivtat vof 
Lagerung 
(eml) 


A ktivitdt (E/ml) bet t = 


Trubung 
nach t = 








1 Monat 
(E/ml) 


3 Monate 
(E/ml) 


6 Monate 
(E/ml) 


9 Monate 
(E/ml) 


12 Monate 
(E/mJ) 


1 Monat 


IS 


1% His«).001% 
PEG 4000/2,5% 
Sacch J|F>H 7.6 


85 


99 


89 


84 


86 


69 


V / 








20 


1% HisA).1% 
CysteiiVO.001% 
PEG 4000/2.5% 
SacchTlpH 7.6 


92 


110 


97 


103 


110 


91 










25 


1% Hisrt),01% 
CysteiiVO,001% 
PEG 4000/2,5% 
Sacch7|F)H 7.6 


87 


108 


96 


98 


104 


85 










30 


1% His/0.005% 
PEG 4000/2,5% 
SacchTpH 7,6 


99 


109 


103 


99 


94 


79 










35 


1% His/0.01% 
PVP15/2.5% 
SacchVpH 7.6 


94 


105 


96 


96 


88 , 


78 










40 


1% His/ 0,1% He/ 
0.001% PEG 
4000/ 2.5% 
Sacch. /pH7,S 


101 


106 


92 


84 


90 


69 




45 


Aktivitdtstest: Beiichrom FXIII 
TrObung : - keine TrObung 
(-) minimale TrObung 



so 



ss 
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Tabelle IV: Laqemna von rhu FXIII Lvophilisat bei 4^*0 



Aktivitat 
vor Lyo- 
philisa- 
tion 
(E/ml) 


Aktivitat (E/ml) des Lyophilisates bei t = 


0 


0.5 
Mon. 


1 

Mon. 


3 

Mon. 


6 

Mon. 


12 

Mon. 


18 

Mon. 


24 

Mon. 



1 % L'His pH 7.6 


125 


150 


112 


95 


111 


82 


100 


108 


100 


1 % L-Gly pH 7.6 


125 


61 


26 


48 


34 


30 


29 


25 


16 


1 % L-Glu pH 7.6 


125 


132 


127 


116 


110 


77 


114 


83 


93 



1 % L-His, 2.5 % 
Saccharose. pH 7.6 


125 


144 


112 


106 


133 


97 


111 


109 


94 


1 % L-Arg. 2,5 % 
Saccharose. pH 7.6 


125 


134 


-113 


106 


118 


88 


113 


60 


89 


1 % L-Ala. 2,5 % 
Saccharose. pH 7,6 


125 


150 


124 


98 


114 


71 


127 


102 


118 


1 % L-Glu. 2.5 % 
Saccharose, pH 7,6 


125 


130 


108 


110 


122 


84 


140 


104 


90 



1% Saccharose 


160 


153 


130 


139 


136 


137 


141 


129 


146 


2.5% Saccharose 


160 


148 


127 


135 


128 


135 


130 


126 


141 


5% Saccharose 


160 


130 


109 


117 


113 


109 


114 


107 


121 


2.5% Lactose 


160 


163 


136 


146 


137 


137 


137 


131 


158 


2.5% Sorbit 


160 


146 


122 


132 


125 


122 


123 


124 


148 


2.5% Trehalose 


160 


160 


136 


142 


137 


141 


136 


127 


138 


2.5% Maltose 


160 


155 


134 


139 


132 


118 


139 


123 


150 




1 % L-His. 0.1% L-lle. 
DH7.6 


125 


148 


136 


126 


93 


100 


116 


105 


102 


0,5%L-His. 0,1% L- 
lie, 2,5 % Sacch.. pH 
7.6 


125 


142 


123 


113 


119 


93 


116 


106 


100 


1 % t-His. 0.1% L-»e, 
1 % Sacch.. pH 7.6 


125 


139 


112 


109 


127 


94 


87 


108 


103 


1 % L-His. 0,1 % 
L-Cys. 2.5 % Sacch.. 
PH7.6 


125 


161 


135 


120 


113 


91 


112 


112 


101 



Aktivitatslesf Berichrom FXIII 
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Tabelle V 



Lagerung von FXIII LyophlHsat bd 3T*C 




Aktivitat vor 
Lyophil. (E/ml) 


Aktivitdt (E/ml) des Lyophilisates t>et t = 






0 


1 Mon 


3 Mon. 


6 Mon. 


12 Mon. 


1 % L-His. 0.1 % L'tte. 2.5 % 
Sacch.pH 7.6 


444 


394 


405 


311 


300 


212 


1 % L-His, 0.1 % L-ne. 2.5 % 
Glucose pH 7.6 


440 


373 


358 


152 


34 


3 


1 % L-His. 0.1 % L-lle 2,5 % Lac- 
tose pH 7.6 


424 


419 


385 


322 


293 


285 


1 % L-His. 0.1 % L-lle 2.5 % 
Ructose pH 7,6 


423 


387 


385 


37 


11 


3 


1 % L-His. 0.1 % L-lle 2.5 % 
Sorbit pH 7,6 


420 


380 


298 


120 


64 


21 


1 % L-Kjs, 0.1 % L-lle 2.5 % Mal- 
tose pH 7.6 


425 


366 


393 


316 


293 


293 




1 % L-His, 0,1 % L-Ue. 0.1 % L- 
Cys, 2.5 % Saccharose . pH 7,6 


413 


408 


418 


350 


354 


393 


1 % L-GIu, 0.1 % L-lle, 2,5 % 
Sacchar., pH 7,6 


424 


395 


350 


281 


301 


314 


1 % L-Lys, 0.1 % L-lle, 2.5 % 
Sacchar., pH 7,6 


423 


350 


403 


328 


318 


333 


Aktivitatstesl: Berichrom FXIII 



35 



40 

C) 

45 



50 
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Tabelle VI: Laqeruno von FXtll Lyophilisat bei verschiedenen Temperaturen 





Aktivitat 
vor 

L.yopiiii* 
(E/ml) 


Aktivitat (E/ml) nach versch. Lagerzeiten bei 
+4**C in Monaten 


0 


0,5 
Mon. 


1 

Mon. 


3 

Mon, 


7 

Mon. 


12 

Mon. 


24 

Mon. 


1 % His/0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch./ 0.2 % 
Cystein/ 
pH 7.6 


112 


118 


119 


117 


116 


115 


122 


120 


1 % His/0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch70.2 % N- 
AcetyJ-Cystein/ 
pH 7.6 


112 


113 


123 


120 


125 


118 


120 


125 


1% His/0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch70.2 % 
Thioglycerin/pH 7,6 


119 


109 


125 


122 


129 


116 


129 


131 


1 % His/ 0.001 % 
PEG/ 2,5 %Sacch./ 
pH 7.6 


119 


109 


117 


110 


118 


109 


113 


116 



Laqerung bet Raumtemperatur 





0 


0.5 
Mon. 


1 

Mon. 


3 

Mon. 


7 

Mon. 


12 

Mon. 


24 

Mon. 


1 % His/0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch./ 0.2 % 
Cystein/ 
pH 7.6 


112 


118 


119 


115 


116 


114 


120 


112 


1 % His/0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch./ 0.2 %N- 
Acetyl-Cystein/pH 
7.6 


112 


113 


112 


114 


120 


122 


122 


120 


1 % His/ 0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch7 0.2 % 
Thiogtycerin/pH 7,6 


119 


109 


123 


121 


120 


116 


118 


116 


1 % His/ 0,001 % 
PEG/ 2.5 % 
SacchV pH 7.6 


119 


109 


117 


108 


109 


105 


100 


98 
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Fortsetzung Tabelle VI: Lagerunq von FXIIi Lvophilisat bei verschiedenen 
Temperaturen 



Lagerunq bei -i- 37°C 





0 


0,5 
Mon. 


1 

Mon. 


3 

Mon. 


7 

Mon. 


12 

Mon. 


24 

Mon. 


1 % His/0.001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch./ 0.2 % 
Cystein/ 
pH 7.6 


112 


118 


121 


114 


119 


119 


104 


89 


1 % His/0.001 % 
PEG/ 2,5 % 
Sacch./ 0,2 %N- 
Acetyl-Cyslein/pH 
7.6 


112 


113 


119 


111 


112 


102 


107 


89 


1 % His/ 0,001 % 
PEG/ 2.5 % 
Sacch./ 0.2% • 
Thioglycerin / pH 
7.6 


119 


109 


119 


120 


113 


95 


98 


85 


1 % His/ 0.001 % 
PEG/ 2.5% 
SacchV pH 7.6 


119 


109 


107 


108 


100 


85 


78 


57 



Aktivitatstest Berichrom FXII! 



Patentanspmche 

1 . Stabile Zubereftungsform einer Transglutaminase, die nach Lyophilisieren gut und ohne Trubungen toslich isl, ent- 
hattend die gereinigte Transglutarronase sowie als Zusatz D*und^oder L-Aminosduren. deren Saize, Derrvate und 
Homologe. Dimere Oder digomere davon Oder Mrschungendavon und/oder Zucker oder Zuckeralkohole. gegebe- 
nenfalls in Kontjination mit obeiliachenaktiven Agentien und/oder reduzierenden Agentien. ausgenomnnen Qycin 
Oder /Vrginin. 

2. Stabile Zuberertungsform nach /^nspruch 1, wobei es sich bei def Transglutaminase um Faktor XHI (F XIII), biolo- 
gisch aWive Fragmerrte. Derivate oder Mutene davon hand^. 

3. Stabile Zul>ereitungsform nach /Vnspruch 2, wobei es sich um F XIII aus Plasma. Plazenta, Thrombozyten, Makro- 
phagen/Monozyten oder um rF XHI oder um bidogisch aktive Fragmente. Derivate oder Muteine davon harxJelt 

4. Stabile Zubereftungsform nach einem der /KnsprOche 1 bis 3. wobei es skrfi bei den Aminosduren um His. GSu, Met. 
Thr. Lys. Ala. De. Cys, deren Salze. Derivate, Homologe, Dimere oder Oligomere davon. oder Mischungen davon 
handett 

5. Stabile ZuberertungsJorm nach einem der AnsprOche 1 bis 4. wobei es sk:h bei dem Zucker oder ZuckeraJkohol um 
Saccharose. Maltose. Trehalose. Lactose. Sorbit oder Mannit. deren Derivate. Homologe oder Mischungen han- 
den. 

6. Stabile Zubereitungsform nach Anspatdh 5. wobei die Zucker oder Zuckeralkohole in Kombination mit der Amino- 
saure His. Glu. He und/oder Ala vortiegen. 
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7. Stabile Zuberertungsform nach einem der AnsprOche 1 bis 6. wobei es sich bei dem oberfiachenaktiven Agens um 
Tween 80. Tween 20, PEG, Cetytalkohol. PVP, PVA, LanolinalkDhol oder Sorbitanmonooleat handelt 

8. Stabile Zuber eftungsfbrm nach einem der AnsprOche 1 bis 7, wobei es sich bei dem reduzierenden Agens um Cys, 
N-Acetyl-Cys. Thioglycerin. Natriumsulfid Oder Gautathion Oder Mischungen davon handeft. gegebenenfalls in 
Anwesenheit eines Kbmplexbildners. 

9. Stabile Zubereitungsform nach einem der AnsprOche 1 bis 8. die als Zusdtze auBer einer Aminosdure(n) einen 
Zucker Oder Zuckeralkohol und eine oberf Idchenaktive Sut>stanz enthdtt 

10. Stabile Zuberertungsform nach Anspruch 9, die als Zusdtze HisHween 80/Saccharose. His/Tween 20/Saccharose. 
His/PEG/Saccharose oder His/Oe/PEGASaccharose enthait 

11. Stabile Zubereitungsform nach einem der AnsprOche 1 bis 8. die ais Zusdtze (eine) Afninosaure(n) und/oder einen 
Zucker bzw. Zuckeralkohol, eine oberf Idchenaktive Substanz und gegebenerttalls ein reduzierendes Agens enthal- 
ten, 

12. Stabile Zubereitungsform nach Anspruch 11, die als Zusdtze (eine) Aminosaure(n)/Cys/PEG/Saccharose. 
(eine)Aminosaure(n)/N-Acetyl-Cys/PEG/Saccharose, (eine) Aminosaure(n) Thioglycerin/PEG/Saccharose oder 
Zucker/Reduktionsmittel/PEG enthdlt, gegebenenfalls in Anwesenheit eines Komptext>ttdners. 

13. Stabile Zut>erertung&ft>rm nach einem der AnsprOche 1 bis 12, wobet die Konzentration der Transglutaminase im 
Bereich von 0,003 tiis 50 mg/ml liegt. 

14. Stabile Zubereitungsform nach einem der AnsprOche 1 bis 13, wobei die Konzentration der Aminosduren. deren 
Saize, Derivate oder Homologe im Bereich von 0.01 bis 10 % (GewTV.), vorzugsweise von 0,1 bis 3% (GewTV.) 
tiegt. 

15. Stabile Zubereitungsform nach einem der AnsprOche 1 bis 14, wobei die Konzentration des Zuckers oder Zucker- 
alkohots zwischen 0.1 und 20% (Gew./V.). vorzugsweise zwtschen 0,2 und 10 %(Gew7V.) liegt 

16. Stabile Zubereitungsform nach einem der AnsprOche 1 bis 15, wobei die Konzentration des oberiiachermktiven 
Agens zvtnschen 0,00001 und 5% (GewTV.), vorzugsweise zwischen 0.0002 t>is 0.1 % (GewW.) liegt. 

17. Stabile Zubereitungsform nach einem der AnspnOche 1 bis 16, wobei die Konzentration des reduzierenden Agens 
zwischen 0.001 % und 2% (GewTV.), vorzugsweise zwischen 0.005 und 0.5% (Gew./V.) liegt. 

18. Stabile Zuberertungsform nach einem der AnsprOche 1 t>is 17, Vhrobet der pH-Wert in einem Bereich von 6 bis 9, 
vorzugsweise zwtschen 7 urxi 8 liegt 

19. Stabile Zti>ereitungsform nach Anspruch 1 bis 17 enthaltend einen Boratpuffer mit einem pH-Wert im Bereit von 6 
bis 9 und gegebenenfalls einen Komplexbildner. 

20. Stabile Zubereitsungsform nach Anspruch 1 bis 17 enthaltend einen Trispuffer mit einem pH-Wert im Bereich von 
8 bis 9 vn6 gegebenenfalls einen Komplexbildner 

21. Vefv^erxiung eines oder mehrerer StabBisierungszusStze nach einem der AnsprOche 1 t)is 20 zur Hersteltung einer 
stabilen ProtanftOssigprdparation. 

22. Verfahren zur Hersteltung etner stat>ilen Protanpraparation, umtEisserKJ das Verm'schen der (des) gereintgten Pro- 
line (Proteins) als IjOsung oder Prdzipitat mit einer LrVsung, die einen oder mehrere Zusdtze nach einem der 
AnsprOche 1 bis 20 enthait und Gefriertrocknung. 

23. Verfahren nach Anspruch 22. wot>ei es sich bei dem Protein um eine Transgtutaironase handeft 

24. Verwendung der nach dem Verfahren von Anspruch 23 stat>i[isier1en Transgtutaminase zur Herstellung eines Arz- 
neimittels. 
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25. Verwendung der stabilen ZiiJereitungsform einer Transglutaminase nach einem der Anspruche 1 bis 20 zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von durch F Xlll-Mangel charakterisierten Krankheiten. 

26. Verwendung der stabilen Zubereitungsform einer Transglirtamlnase nach einem der Anspruche 1 bis 20 zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankurigen, die durch topische Oder parerrterale Gabe dieser 
Transglutaminase positiv zu beeinf lussen sind. 
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